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IN VITRO GASTROINTESTINAL DIGESTION AND TRANSEPITHELIAL TRANSPORT OF BIOACTIVE 
PEPTIDE LUNASIN: STUDY OF RELEASED AND BIOAVAILABLE PEPTIDES 
RESUMEN 
La digestión gastrointestinal de los péptidos bioactivos es uno de los primeros aspectos a evaluar antes de considerar su incorporación como ingredientes de los alimentos funcionales. Durante su 
tránsito por el tracto gastrointestinal, los péptidos bioactivos sufren modificaciones que dan lugar a la liberación de nuevas secuencias activas o, por el contrario, de fragmentos con menor o nula 
actividad. El efecto proteolítico de la pepsina y pancreatina y de las enzimas del epitelio intestinal es determinante en la relevancia fisiológica de los péptidos bioactivos. Estos péptidos pueden ejercer 
su efecto a nivel sistémico tras su absorción, o localmente en contacto con las células y los receptores digestivos. El péptido bioactivo lunasina ha demostrado una amplia variedad de propiedades 
quimiopreventivas. Los estudios iniciales sugirieron que este péptido presenta una resistencia parcial al proceso digestivo, cuando está presente en la matriz proteica, debido a inhibidores de proteasas 
como Bowman-Birk y Kunitz. Por ello, el objetivo de este estudio fue evaluar el comportamiento in vitro del péptido lunasina en condiciones que simulan la digestión gastrointestinal en ausencia y 
presencia del isoinhibidor-1 de Bowman-Birk (IBB1) y estudiar la biodisponibilidad de este péptido y de algunos fragmentos liberados de su digestión en el modelo de células Caco-2 en monocapa. 
Mediante HPLC-MS/MS, se confirmó la protección que ejerce el IBB1 sobre la digestión de la lunasina, siendo este efecto dependiente de la cantidad de IBB1 en la fase intestinal. Se caracterizó el 
perfil peptídico de los digeridos gástricos y gastrointestinales y se demostró que los dominios del péptido lunasina 1SKWQHQQDSC10, 11RKQLQGVN18, 19LTPCEKHIME28 y 29KIQGRGDDDDDDDDD43 
presentan una marcada resistencia a las enzimas pepsina y pancreatina. Los péptidos 1SKWQHQQDSC10 y 29KIQGRGDDDDDDDDD43 son especialmente estables en contacto con las enzimas del 
epitelio intestinal. Adicionalmente, se demostró la absorción transepitelial del péptido lunasina y del fragmento 11RKQLQGVN18. Esta absorción se vio incrementado en presencia de citocalasina D, 
agente que afecta a las uniones intercelulares, por lo que se sugirió que el transporte de estos péptidos estaba mediado por un mecanismo de difusión por la vía paracelular. 
BACKGROUND 
- Preliminary studies suggested the protective role 
of the protease inhibitors Bowman-Birk and Kunitz 
against lunasin´s gastrointestinal digestion (1). 
 
- Presence of lunasin in animal and human plasma 
has been identified (2,3), however the behaviour of 
lunasin sequence in contact with the intestinal 
epithelial barrier is still unknown. 
OBJECTIVES 
 To evaluate the in vitro behaviour of synthetic lunasin 
under conditions simulating gastrointestinal 
digestion in the absence or presence of the major 
Bowman-Birk family isoinhibitor (IBB1). 
 
 To investigate the bioavailability of peptide lunasin 
and selected lunasin-derived fragments arising from 
its digestion in Caco-2 cell monolayers. 
EXPERIMENTAL 
RESULTS 
Lunasin:IBB1 (w:w) 1:0, 1:1, 1:2, 1:2 inactive 
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Figure 1. Remaining lunasin after simulated gastrointestinal digestion in absence and 
presence of IBB1 at different ratios. Intact lunasin was expressed as % of the initial peptide 
in the undigested sample (mean ± SEM). Different letters within gastric and intestinal digests 
denote statistically significant differences (p < 0.05) between lunasin:IBB1 ratios. 
Table 1. Lunasin-derived peptides identified in the gastric and gastrointestinal digests obtained 
from the lunasin:IBB1 mixtures (1:0 and 1:2, w:w). Selected peptides for transepithelial 
experiments are highlighted in bold. 
Lunasin-derived peptides released after simulated gastrointestinal digestion 




Simulated gastric digests Simulated gastrointestinal digests 
1:0 1:2 1:0 1:2 
SKW f(1-3) - - + - 
SKWQHQQD f(1-8) + + - + 
SKWQHQQDSC f(1-10) + + - + 
SKWQHQQDSCRKQLQGVN f(1-18) + + - + 
QHQQDSC f(4-10) - - + - 
QHQQDSCR f(4-11) - - + - 
RKQLQGVN f(11-18) + + - + 
RKQLQGVNL f(11-19) + + - + 
RKQLQGVNLT f(11-20) - + - + 
RKQLQGVNLTPCEKHIME f(11-28) + - - - 
QGVNLTPCEK f(15-24) - - + - 
GVNLTPCEK f(16-24) - - + - 
VNLTPCEK f(17-24) - - + - 
VNLTPCEKHIME f(17-28) + - - - 
LTPCE f(19-23) + - - - 
LTPCEK f(19-24) - - + - 
LTPCEKHIME f(19-28) + + - + 
TPCEKHIME f(20-28) + - - - 
PCEKHIME f(21-28) + - - - 
KHIME f(24-28) + + + + 
HIME f(25-28) - - + - 
MEKIQGRGDDDD f(27-38) - - + - 
EKIQG f(28-32) - - + - 
EKIQGR f(28-33) + + + + 
EKIQGRG f(28-34) - - + - 
EKIQGRGDDD f(28-37) - - + - 
KIQGR f(29-33) - - + - 
KIQGRG f(29-34) - - + - 
KIQGRGD f(29-35) + + - - 
KIQGRGDD f(29-36) + + - + 
KIQGRGDDD f(29-37) + - - + 
KIQGRGDDDD f(29-38) + - - - 
KIQGRGDDDDD f(29-39) + + - + 
KIQGRGDDDDDD f(29-40) - + - + 
KIQGRGDDDDDDD f(29-41) + + - + 
KIQGRGDDDDDDDDD f(29-43) + + + + 
QGRGDDDDDDDDD f(31-43) - - - + 
GDDDDDDDDD f(34-43) - - + - 
Apical intact peptide 
Gastrointestinal digestion Transepithelial transport 








Peptides detected in the apical chamber 
S  K  W Q  H  Q  Q  D  S  C  R  K  Q  L  Q  G  V  N  L  T  P  C  E  K  H  I  M  E  K  I  Q  G  R  G  D  D  D  D  D  D  D  D  D  
S  K  W  Q  H  Q  Q  D  S  C  R  K  Q  L  Q  T  P  C  E  K  H  I  M  E  K  I Q  G  R  G  D  D  D  D  D  D  D  D  D  
S  K  W  Q  H  Q  Q  D  S  C  R  K  Q  L  Q  G V N E  K  H  I  M  E  K  I  Q  G  R  G  D  D  D  D  D  D  D  D  D  
S  K  W  Q  H  Q  Q  D  S  C  R  K  Q  L  Q  G V N L K  H  I  M  E  K  I  Q  G  R  G  D  D  D  D  D  D  D  D  D  
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Figure 2. Apical behaviour of lunasin (10 µM) and lunasin-derived peptides (1000 µM) added to Caco-2 monolayers (60 
min, 37 ºC). Intact apical peptide was expressed as % of the initial peptide added to the chamber (mean ± SEM). Intact peptides 
present in the apical chamber and derived fragments released by Caco-2 peptidases were identified by HPLC-MS/MS.  


















































 IBB1 exerted a protective effect on lunasin degradation under conditions that simulate gastrointestinal 
digestion. 
 
 The regions 1SKWQHQQDSC10, 11RKQLQGVN18, 19LTPCEKHIME28 and 29KIQGRGDDDDDDDDD43 from 
lunasin were particularly resistant to the action of pepsin, trypsin and chymotrypsin enzymes. Peptides 
1SKWQHQQDSC10 and 29KIQGRGDDDDDDDDD43 showed a notable stability against Caco-2 peptidases. 
 
 Peptide lunasin and derived fragment 11RKQLQGVN18 were absorbed though Caco-2 cell monolayers, 
being the paracellular pathway the main mechanism involved in the transport of these peptides.    
CONCLUSIONS 
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